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Amag: Bu calismada, cesitli cevresel érneklerden n-dekan yiizeyine en iyi sekilde adsorbe olan bakterilerin
izolasyonu, biyodegredasyon yetenekleri ile cesitli fizyolojik ézelliklerinin belirlenmesi ve yad/su ara yiizii ile
bakteriyel etkilesimlerin incelenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Calismanin amacina uygun olarak cevresel rneklerden bakteri izolasyonlari yapilmistir. izolatlar koloni
ve hiicre morfolojileri ile Gram reaksiyonlari bakimindan incelenmistir. izolatlarin yad/su ara yiizii etkilesimleri
ve yada tutunma durumlari hidrokarbona bakteriyel adezyon (HBA) testi ile belirlenmistir. Ayrica, izolatlarin
n-dekan giderim yetenekleri kantitatif olarak yag parcalama orani (YPO) analizi ile gergeklestirilmistir.
Bulgular: n-dekan igeren besiyeri kullanilarak n-dekan par¢alanmasi ve yag/su ara yiizii etkilesimleri ile ilgili
yapilan calismalardan 12 bakteriyel izolat elde edilmistir. izolatlarin agar petri iizerinde farkli koloni morfolojileri
sergiledikleri g6zlenmistir. Hiicre boyama sonucu, izolatlarin ¢ogunlugunun ¢ubuk morfolojide oldugu ve Gram
reaksiyonlarinin dediskenlik gésterdigi tespit edilmistir. Yad/su ara yiiziine adsorbsiyon analizlerinde, izolatlarin
cogunun degisen oranlarda (%3-25) yad/su ara yiiziine tutundugu tespit edilmistir. Bunun yaninda, bazi
izolatlarin ise hidrofobik ézellik sergilemedigi saptanmustir. Calismadan elde edilen izolatlarin %48-97 oraninda
n-dekan giderimi yapabildikleri tespit edilmistir.

Sonug: On calisma niteliginde yapilan yad/su ara yiizii calismalarindan elde edilen mevcut verilere gére,
bakteriyel hidrofobisite/adsorpsiyon ile biyofilm olusumu arasinda dogrudan bir iliski kurulamasa da, hidrofobik
ozellikteki bakterilerin yad/su ara yiiziinde iyi derecede biyofilm yapisi olusturdugu séylenebilir. Ayrica, n-dekana
iyi adsorbe olan izolatlarin ayni zamanda yiiksek bir n-dekan giderim yetenedine sahip olduklari gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hidrokarbon giderimi, yag/su arayiizii, biyofilm, hidrofobisite
ABSTRACT

Objective: This study aimed to isolate bacteria capable of adsorbing to the n-decane surface from various
environmental samples, determine their biodegradation abilities, and study the bacterial interactions with the
oil/water interface.

Methods: In accordance with the purpose of the study, bacterial isolations were made from environmental
samples. The isolates were examined for colony and cell morphologies and Gram reactions. The oil/water
interface interactions of the isolates and their adhesion to the oil were determined by the bacterial adhesion to
hydrocarbon (BATH) test. In addition, the n-decane removal ability of the isolates was quantitatively determined
by oil degradation rate analysis.

Results: Twelve bacterial isolates were obtained from the studies related to n-decane degradation and
interactions of oil/water interface using n-decane-containing media. The isolates exhibited different colony
morphologies on the agar media. It was determined that the isolates were mostly in rod shape and Gram
reactions were variable. In the adsorption analysis to the oil/water interface, most of the isolates adhered to the
oil/water interface at varying rates (3-25%). It was determined that some isolates did not exhibit hydrophobic
properties. n-decane removal rates of the isolates were 48-97%.

Conclusion: According to the results of this study, although a direct relationship cannot be established between
bacterial hydrophobicity/adhesion and biofilm formation, it can be commented that hydrophobic bacteria form
a good biofilm structure at the oil/water interface. It was observed that isolates that adsorb well to n-decane
also had a high n-decane removal ability.

Keywords: Hydrocarbon removal, oil/water interface, biofilm, hydrophobicity
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GiRiS

Petrol Grinleri, agirlikh olarak ham petrolden elde
edilir ve diinyada en yaygin kullanilan birincil enerji
kaynaklarindan birisidirt¥, Ham petrol ve turevlerinin
rafineri faaliyetleri sirasinda topraga dokulmesi,
tanker ve gemilerle tasinmasi sirasinda kazara
salinmasi, depolanmasi, yanlis kullanilmasi ve tahrip
edilmesi sonucu cevresel kirlilik ortaya ¢tkmaktadir?,
Bu tarz cevresel kirliliklerin giderilmesinde kullanilan
fiziksel ve kimyasal yontemler olduk¢a karmasik
ve pahal olabilmektedir. Bu nedenle, fiziksel ve
kimyasal yontemler petrol tirevi kirleticilerin
cevresel sistemlerden tamamen bertaraf
edilmesinde etkili bir sekilde kullanilamayabilir.
Ancak, bu tarz kimyasallar, biyolojik yollarla
ucuz ve etkili bir sekilde giderilebilmektedir.
Clnka mikroorganizmalar hidrokarbonu
hlcresel metabolizmalarinda enerji elde etmede
kullanabildiklerinden dolayi, hidrokarbon kirleticileri
icin guglu aynistiricilar olarak is gdrebilmektedir®.
Genellikle petrol hidrokarbonlarinin gesitli bakteriler,
filamentoéz funguslar, mayalar ve mikroalgler
tarafindan pargalanabildigi, ancak bakterilerin
biyoremediyasyon galismalarinda daha yogun olarak
kullanildigi bilinmektedir®>).

Kirleticilerin biyolojik giderimi acisindan
degerlendirildiginde  biyoremediyasyon kavrami
ortaya c¢ikmaktadir. Biyoremediyasyon, c¢evreden
kirleticileri uzaklastirmak igin mikroorganizmalarin
kullanildig1®®, petrol giderimi ve kazaniminda faydali
olabilecek c¢evre dostu bir yontem olarak tercih
edilebilir#),

Bakteriler kati-sivi, sivi-sivi ve sivi-hava ara ylizeylerde
biyofilm olarak bilinen mikrobiyal topluluklar
olustururlar. Biyofilmler, mikroorganizmalarin
kendi Urettikleri hiicre disi polimerik maddeler olan
ekzopolisakkaritler (EPS) icerisindeki mikrobiyal
topluluklar olarak tanimlanabilir. Biyofilmler bircok
bakteri tlrinin ¢ogalmasi, canliliklarinin korunmasi
ve cevreye dagilmasi icin onemli role sahiptir®.
Swi/sivi (yag/su) ara ylzeylerde adsorpsiyon ve
biyofilm olusumu, kati ara ylizeylerdekinden
daha farkh surecler icermektedir®®Y, Sii-sivi ara
ylzeylerde yapismayi saglayan fiziksel etkilesimler
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mikroorganizmalarin organizasyonunu, bir araya
gelerek toplanmasini, c¢ogalmasini ve biyofilmin
nihai yapisini etkilemektedir. Bunun yaninda, EPS’'nin
absorbe edebilme, sabitleyebilme ve parcalayabilme
gibi Ozelliklere sahiptir. Bu sayede, EPS cevresel
kirleticilerin  biyoremediyasyonunda o6nemli bir
role sahip oldugu bilinmektedir®?. Pseudomonas,
Stenotrophomonas,  Paenibacillus,  Alcaligenes,
Sporosarcina, Lysinibacillus, Bacillus, Rhodococcus,
Arthrobacter, Cycloclastic ve Alcanivorax gibi birgok
bakteri cinsine ait tirlerin biyofilm olusturduklari ve
cesitli kirli ortamlarda kirleticileri parcaladiklari ya da
mineralize edebildikleri bildirilmigtir131%),

Petrol ve tiirevleri gibi hidrofobik karakterdeki sivi
organik kirleticiler sulu ylzeylerde kiimelenmektedir.
Bu nedenle, bu maddelerin sulu sistemlerde
olusturdugu cevresel kirliliklerin bakteriler araciligiyla
giderilmesi icin bakterilerin yag/su ara yuzl
etkilesimlerinin anlasiimasi 6nem tasimaktadir. Bu
¢alismada, hidrokarbonlarcakirletilmis gesitlicevresel
orneklerden on karbonlu alifatik bir hidrokarbon
olan n-dekanin en iyi sekilde biyotransformasyonunu
saglayan bakterilerin izolasyonu, bu bakterilerin
n-dekan/su ara yuzi etkilesimlerinin arastiriimasi
amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri:
n-dekan ortalama bir karbon zincir uzunluguna
sahip, suda ¢odzlinmeyen ve disiik yogunlugundan
dolayi su ylzeyinde faz olusturan, oda sicakliginda
buharlasmayan 6zelliktedir. Ayrica, n-dekan bakteriyel
biyofilmlerin goézlemlenebildigi bir emdlsiyon ara
yuz olusturdugu ve yag/su ara ylzi olusturmak igin
calismalarda tercih edilebilen*®*” bir hidrokarbon
oldugundan dolayi, bu calismada yag/su ara yuzu
olusturmak icin n-dekan (%>99 saflik, TCI, Japonya)
kullaniimistir.  Calismada n-dekan besiyerlerine
eklenmeden o6nce 0.45 um por c¢apina sahip
filtreden gegirilerek steril edilmistir. n-dekan bulunan
ortamlarda Ureyebilen bakterilerin izolasyonu icin
Bushnell Haas (BH) sivi besiyeri (HiMedia, Hindistan)
kullaniimigtir. Bakterilerin izolasyonu, saflastirilmasi
ve ¢ogaltilmasi icin Nutrient Broth (NB) ve Nutrient
Agar (NA) besiyerleri (Biokar Diagnostics, Fransa)
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kullaniimigtir. Besiyerinden n-dekan ekstraksiyonu
icin Hekzan (Merck, Amerika Birlesik Devletleri) ve
Siklohekzan (Isolab, Almanya) kullaniimistir.

Bakterilerin Cogaltilmasi ve izolasyonu: Calismada
yag/su ara yizinde biyofilm olusturma ve sivi
hidrokarbon parcalama yetenegi olan bakterilerin
izolasyonu amaciyla gol suyu, evsel atik su,
petrokimya endistrisi atik suyu olmak Uzere gesitli
cevresel kaynaklardan érneklemeler yapilmistir. Steril
kosullarda laboratuvara getirilen 6rnekler Li ve ark.®®
tarafindan tarif edilen yontemde bazi degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Her bir 6rnekten %5 (v/v)
n-dekan igeren steril BH sivi besiyeri ortamlarina %5
(v/v) olacak sekilde inokiilasyon yapilarak duragan
kosulda 30°C’de 14 gin inklbasyona birakilmistir.
Ortamlar her 48 saatte bir kontrol edilerek
mikrobiyal biyiimeler takip edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda, BH sivi besiyerinde ¢ogalan bakterilerin
saflastirilmasiicin her bir 6rnegiiceren BH sivi besiyeri
ortamlarindan %0.85’lik NaCl igeren Fizyolojik Tuzlu
Su (FTS) kullanilarak bir seri seyreltmeler yapilmistir.
Seyreltme tiplerinden 0.1’er mL alinarak tek karbon
kaynagi olarak %1 (v/v) n-dekan iceren BH agar
besiyeri ylizeylerine yayma plaka yontemiyle ekimler
yapilarak 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonrasinda BH agar yiizeyinde tek diisen
kolonilerden NA besiyerine ¢izgi ekim ydntemiyle
ekimler yapilarak bakteri kolonileri saflastiriimistir.

izolatlarin  Yag/Su Ara vyiizi ile Etkilesimlerinin
Belirlenmesi: Saflastirilan bakteriyel izolatlarin yag/
su ara yuzinde biyofilm olusturma davranislarinin
incelenmesi ve n-dekani pargalama yeteneklerinin
belirlenmesi icin BH sivi besiyeri ve NB besiyeri
kullaniimistir. BH besiyeri hidrokarbon parcalayabilen
heterotrof bakterilerin izolasyonu igin tercih edilen
bir besiyeridir. BH besiyerine sadece parcalanmasi
istenen  hidrokarbonlar  eklenerek  bakteriyel
degradasyon ve izolasyon ¢alismalari yapilabilir. NB
besiyeri ise heterotrof bakterilerin buyimesi icin
zengin ek besin maddeleriiceren genel bir besiyeridir.
Calismada, sadece tek karbon kaynagi olarak n-dekan
varliginda ve zengin organik karbonlu bilesiklere ek
olarak n-dekan varliginda izolatlarin davranislarinin
gbzlenmesi amaciyla bu iki besiyeri kullaniimistir. Li
ve ark.®® tarafindan kullanilan yéntem calismamiza
uyarlanarak uygulanmistir. Oncelikle, her bir izolata

ait taze kaltirlerinden %0.85’lik NaCl iceren FTS ile
1 McFarland (3.0x10® kob/mL) olacak sekilde hiicre
stspansiyonlari hazirlanmigtir. Daha sonra, her bir
bakteri izolatina ait hicre slspansiyonlarindan
100’er pL alinarak %5 (v/v) n-dekan iceren BH sivi
besiyeri ve %5 (v/v) n-dekan iceren NB besiyerine
pasajlandiktan sonra duragan kosulda 30°C’de 14
glin boyunca inkibasyona birakilmistir. Bakterilerin
besiyerlerindeki Greme durumlari her 24 saatte bir
kontrol edilerek yag/su ara ytiziine en hizli tutunma,
biyofilm olusturma ve n-dekan emiilsifiye etme
ozelliklerinden en az birine sahip 12 izolat secilmistir.

Bakteriyel Hidrofobisite ve Hidrokarbona Bakteriyel
Adsorpsiyon Testi: Bakteri izolatlarinin hidrofobisite
ve vyag/su ara ylziine tutunma Ozellikleri,
hidrokarbona bakteriyel adsorpsiyon (HBA) testi
ile belirlenmistir. HBA testi genellikle bakterilerin
hidrofobik 6zelliginin bir 6l¢isii olarak tanimlanmakla
birlikte, calkalama sonucunda mikroorganizmalarin
bilinen bir konsantrasyondaki polar olmayan faz
ylzeyine yapisma yetenegini Olgcen bir test olarak
bilinmektedir®). HBA testinde yag/su iki fazli sivi
sistemlerin belirli bir sire kuvvetli bir sekilde
karistirllmasi sonucu bakterilerin yag fazi igerisine
absorbe olma durumuna gore, alttaki sulu fazda kalan
bakteri miktarinin spektrofotometrik 6l¢cimu yapilr.
Bu sayede, ne kadar bakterinin su fazinda kaldigi
tespit edilir. Calismada Rosenberg? tarafindan
gelistirilen HBA testinde bazi degisiklikler yapilarak
uygulanmistir.  Bakteri izolatlari NB besiyerine
pasajlanarak 30°C’de 48 saat boyunca inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda izolatlarin hiicre
siispansiyonlari Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) ¢ozeltisiile
0.2 0D (2 McFarland) olacak sekilde spektrofotometre
vasitasiyla 600 nm dalgaboyunda ayarlanmistir.
Hazirlanan bakteri stspansiyonlari n-dekan ile 1:3
(nonpolar (v): polar (v)) oraninda karistirildiktan
sonra vorteks cihazi ile 2 dakika boyunca tam hizda
karistirilmigtir. Olusan emdilsiyonlarin ayrilmasi igin
oda sicakhiginda 15 dakika beklendikten sonra, her
bir 6rnegin alttaki sulu fazi yine spektrofotometre
vasitasiyla 600 nm’de o6l¢ilmuistir. Bakterileri yag
fazina yapismasi, karistirma 6ncesi ve sonrasi optik
yogunluk arasindaki oran asagidaki formile goére
hesaplanarak ol¢tilmastar.

HBA (%) = 100 x [1 - (OD, karistirma sonrasi / OD, karistirma éncesi)]
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Sekil 1. Hidrokarbon ekstraksiyon agsamalari: 1- Ayirma hunisi ile fazin ayrilmasi, 2- Déner buharlastirici, 3- Evaporasyon sonrasi organik

fazin kazanimi, 4- Tartim islemi.

izolatlarin  n-dekan Parcalama Kapasitelerinin
Belirlenmesi:  Bakteriyel izolatlar  tarafindan
gerceklestirilen  n-dekan  parcalama  oranlari

gravimetrik analiz ydontemi® ile belirlenmistir.
Bu analiz igin, izolatlar oncelikle NB ortamina
pasajlanarak 30°C’de 48 saat inklbe edilmistir. Taze
kaltiirden PBS ¢ozeltisi ile 1 McFarland (3.0x108 kob/
mL) olacak sekilde bakteri hicre slispansiyonlari
hazirlanmistir.
stispansiyonundan 200 pL alinarak %5 n-dekan (v/v)
iceren 20 mL NB besi ortamina inokiile edilerek
30°C’de 150 rpm’de 7 giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir.  Ayrica, bakteri inokile edilmemis
bir adet ayni besiyeri ortami ise kontrol olarak
kullanilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda, ortamdan
yag ekstraksiyonu vyapilabilmesi igin ©6ncelikle
tim ornekler 6000 rpm’de 15 dakika santrifij
edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatantlar alinarak
her bir stpernatant lzerine esit hacimde hekzan/
siklohekzan (2:1) ilave edilerek iyice karistirilmistir.
Elde edilen karisimlar 5 dakika ¢alkalandiktan sonra,
ayirma hunisi kullanilarak her bir 6rnek igin organik
faz toplanmistir. Bu ekstraksiyon islemi iki kez
tekrarlanmistir (Sekil 1). Ekstraksiyonla elde edilen
organik faz darasi alinmis bir evaporatér balonuna
aktarilarak, bir doner buharlastirict vasitasiyla
organik fazda bulunan ¢ozgen (hekzan/siklohekzan)
karisimi buharlastiriimistir. Evaporasyon sonrasinda
balonda kalan organik madde tartimlari yapilarak
bakteriler tarafindan pargalanmis olan hidrokarbon
ylzdesi hesaplanmistir. Kalan hidrokarbon yiizdesi
icin asagidaki formal kullaniimustir.

Hazirlanan  her  bir  bakteri

YPO = (KBYA — OKYA) x 100 / KBYA
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YPO: Yag parcalanma orani;; KBYA: Kontrol
besiyerindeki yagin agirhg;; OKYA: Ornekte kalan

yagin agirhgi.

BULGULAR

Cevresel kaynaklardan yapilan bakteriyel izolasyon
islemleri ile yag/su ara yuziine en hizli tutunma,
biyofilm olusturma ve n-dekan emdlsifiye etme
ozelliklerine gore 12 bakteriyel izolat segilmistir.
Bakteri izolatlarinin NA besiyerinde genellikle
krem ve beyaz renkli koloniler olusturduklar
gbzlemlenmistir. Sadece OW11 kodlu izolatta
turuncu renkli pigmentasyon oldugu gorulmustir
(Sekil 2). izolatlarin Gram boyama 6zelliklerinin ve 151k
mikroskobu altinda hiicre morfolojilerinin degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3). izolatlarin 6n
tanilamalari igin NA besiyeri tGzerindeki koloni sekli,
koloni rengi gibi ozellikler ile Gram reaksiyonlari,
mikroskop  morfolojileri, referans hidrokarbon
(n-dekan) iceren BH ve NB besiyerlerinde treme
durumlari, izolatlara verilen bakteri kodlari ile birlikte
Tablo 1’de verilmistir.

Bakteri izolatlarinin %5 (v/v) n-dekan iceren NB
ve BH besiyerlerinde 1-5 gln arasinda Uredikleri
gbzlenmistir. OW1, OW2, OW4, OW5 ve OW7 kodlu
izolatlarda 24 saat sonrasinda tGremeler gozlenirken;
OW11 kodlu izolat 2. ginde, OW12 kodlu izolat ise
3. glinde Uremistir. Ayrica, OW3, OW6, OW8, OW9
ve OW10 kodlu izolatlarda Uremenin 5. giinde
gerceklestigi gorllmustir. NB ve BH besiyerinde
inkiibasyon sonrasinda OW5, OW6 ve OW11 kodlu
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Tablo 1. Bakteri izolatlarinin genel 6zellikleri

Bakteri Kodlari

Genel bakteriyel karakteristikler

NA besiyerindeki Gram Mikroskobik %5 n-dekan iceren %5 n-dekan iceren
koloni morfolojisi ozelligi morfoloji NB’da iireme (30°C) BH’de iireme (30°C)
ow1 Krem Gram negatif Kokobasil 1giln 1giln
ow2 Krem-mukoid Gram negatif Kokobasil 1gln 1giln
ows3 Koyu krem Gram pozitif Kok 5gin 5gin
ow4 Beyaz Gram negatif Comak 1giin 1giin
OWS5 Seffaf Gram negatif Comak 1gin 1gin
OowWe6 Seffaf Gram pozitif Comak 5gin 5gin
ow7 Beyaz/kuguk Gram pozitif Kokobasil 1gin 1gin
ows8 Krem/orta Gram pozitif Comak 5gln 5gln
ow9 Krem/orta Gram pozitif Comak 5gin 5gin
OwW10 Krem/kuglk Gram negatif Comak 5gin 5gin
Oow11l Turuncu Gram pozitif Comak 2 gin 2 gin
Oow12 Beyaz/mukoid Gram negatif Comak 3 gin 3 gin

owl

ows

Sekil 3. izolatlardan bazilarinin Gram 6zellikleri ve mikroskop morfolojileri
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Biyofilm

ow2

Sekil 4. Bakteri izolatlarinin n-dekan/su ara yiiziinde olusturduklari biyofilm érnekleri

izolatlar disinda diger izolatlarin gogunun n-dekan/su
ara yuzinde biyofilm tabakasi olusturduklari ancak
bu tabakalarin yapisinin (kalinlik, tekstdr, stabilite
vb.) degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. NB
besiyerinde yag/su ara yliziine tutunan ve biyofilm
olusumu iyi olan izolatlardan bazilari Sekil 4'te
gosterilmistir.

HBA testi sonuglarina gore polar olmayan faza
(n-dekan)%13,%14,%17,%17,%19ve %25 oranlariyla
en fazla tutunan izolatlarin sirasiyla OW4, OW10,
OW1, OWS8, OW9 ve OW12 oldugu belirlenmistir.
Polar olmayan faza en az tutunan izolatlar ise, %3,
%3, %4 ve %5 ile sirasiyla OW2, OW3, OW5 ve OW6
olarak belirlenmistir. Bunun yaninda, OW11 izolatinin
polar fazdaki bakteri yogunlugunda herhangi bir
degisiklik olmazken, OW?7 izolatinin polar ylzeye
egilimi oldugu gozlenmistir (Sekil 5). OW7 ve OW11
harig diger bakteri izolatlarinin hidrofobik karakterde
oldugu gorlilmustir.

Hidrokarbon giderim testinden elde edilen bulgulara
gore, izolatlarin ¢ogunun yuksek hidrokarbon
giderimine sahip oldugu gorilmektedir. OW1, OW?2,
ve OW12 kodlu izolatlarin %97 ile, OW11 izolatinin
ise %96 ile en yiksek n-dekan giderim oranina sahip
olduklari gozlenmistir. Ayrica en disiuk n-dekan
giderimi yapan izolatlarin ise sirasiyla %79 ve %81
giderim oraniyla OW4 ve OW9 olduklari saptanmigtir
(Sekil 6).
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sonuglari



T.Y. Orhan ve C. Vural, Cevresel izolatlarin yag/su araylzu etkilesimleri

TARTISMA

Bu ¢alismada, farkli cevresel 6rneklerden izole edilen
bakterilerin n-dekan/su ara ylziine en iyi sekilde
tutunma, n-dekan parcalama ve yag/su ara yuzl
etkilesimleri incelenmistir. Bu dogrultuda yapilan
izolasyon calismalari sonucu ¢alismaya 12 izolat dahil
edilmistir. izolatlarin koloni morfolojileri, mikroskobik
morfolojileri, Gram 6zellikleri ve n-dekan igeren
ortamda {reme durumlari incelenmistir. izolatlarin
30°C sicaklikta Gremelerinin 1 ila 5 glin arasinda
oldugu ve yag/su ara ylzline tutunmalarinin ise 2 ila
5 glin arasinda gerceklestigi gozlemlenmistir. Yapilan
bazi ¢alismalarda, biyofilm olusumu ve hidrokarbon
giderimi icin inklibasyon sicakhiginin ¢ogunlukla 30-
37°C olarak secildigi, inkiibasyon siiresinin ise 48
saat ile 21 glin arasinda degistigi gérulmustir?223),
Basumatary ve ark.?® hidrokarbonlarca kirletilmis
topraktan elde ettikleri izolatlarin 37°C’de 7 giinde
135 rpm’de Urediklerini bildirmistir. Hossain ve ark.
W ise petrolle kirletilmis topraktan elde ettikleri
izolatlarin tGremesi icin optimum kosullarin 37°C’de
180 rpm’de 48 saat oldugunu bildirmistir. Onur®
ve Aydin® petrolle kirletilmis nehir suyundan
aldiklart érneklerden elde ettikleri izolatlari 30°C’de
sirastyla yedi gin® ve Uc¢ hafta® inkiibasyona
biraktiklarini bildirmislerdir. Li ve ark.“® ise petrolle
kirletilmis deniz kenarindaki topraktan elde ettikleri
izolatlarin 30°C’de bes glinde Uredigini bildirmistir.
Laothamteep ve ark./nin®®” yaptiklari bir ¢alismada,
poliaromatik  hidrokarbon (PAH) pargalanmasi
icin kullandiklari Bacillus subtilis’i 30°C’de bes
glin boyunca inkibe etmis ve 30°C sicaklikta PAH
(Poliaromatik Hidrokarbon) pargalanmasinin yiksek
oldugunu bildirmislerdir. Calismalarda da goruldiugi
gibi 6rnekleme yapilan alan veya mikroorganizma
degistikce inklibasyon kosullari da degismektedir.
Ayrica ylksek sicaklikta sudaki oksijen ¢ozintrlGgl
azaldigi  icin  aerobik  mikrobiyal = bozunma
sinirlanabilirken, distk sicakhkta ise hidrokarbon
degredasyonu gerceklesmeyebilir®®. Bu calismada
ise, kullanilan bakteriyel izolatlar farkli gevresel
kaynaklardan elde edildikleri igin galisma sicaklig
30°C olarak tercih edilmistir.

Calismada bakterilerin ¢ogunun farkli yapilarda
(tekstir, kalinlik vb.) biyofilm tabakasi olusturduklari
gozlemlenmistir (Sekil 4). Ayrica NB besiyerinde
biyofilm olusumunun BH besiyerine gore daha
once gerceklestigi tespit edilmisti. Bu durumun
NB besiyerindeki besin iceriklerinin daha fazla
olmasindan kaynaklandigi distinilmektedir. Biyofilm,
bakterilerin stres kosullari altinda olusturduklari
mikrobiyal topluluklardir.  Biyofilm olusumunu
yuzey yapisi®®, ortamdaki klor ve besin (karbon)
miktari®® vb. faktorlerden etkilenebilmektedir.
Chandy ve Angles®?, disiik seviyede organik
karbon igeren klorlu igme sularinda biyofilm
olusumunun goézlemlenmedigi ve organik karbonun
uzaklastiriimasinin klorun daha uzun siire ortamda
kalmasina yol actigindan dolayi biyofilm olusumunu
engelledigini  tespit  etmislerdir.  Literatirde,
bakterilerin yag/su ara yizinde tutunduklari ve
biyofilm olusturduklari calismalar mevcuttur®33,
Bu dogrultuda petrol-su ara vyuzinde olusan
mikrobiyal biyofilmin dagilmis petrol damlaciklarinin
stabilizasyonu ve  suya  dokilen  petrolin
giderilmesinde cevresel yonden iyi ve sirdirilebilir
bir ydntem oldugu belirtilmistir®?. Ayrica Mishra ve
ark.®® derleme olarak hazirladiklar ¢alismalarinda
biyofilmlerde quorum sensing ve kemotaksi
genlerinin kontrol edilmesiyle organik kirleticilerin
ve agir metallerin biyoremediyasyon kinetiginin
gelistirilebilecegini belirtmislerdir. Mangwani ve ark.
14 hidrokarbonca kirletilmis deniz ortamindan izole
ettikleri polisiklik aromatik hidrokarbon (fenantren
ve piren) parcalayici bakterilerin her iki aromatik
hidrokarbonda buyUlyebildiklerini ve izolatlarin
%75’nin  biyofilm olusturdugu tespit etmislerdir.
Ayrica bakterilerin biyofilm olusturma yeteneginin
organik Kkirleticilerin biyoremediyason etkinligini
artirdigini belirtmislerdir. Benzer sekilde, iyi biyofilm
olusturan Bacillus, Halomonas gibi cinslerin petrol
degredasyonunda kullanilabilecegi bildirilmistir®*,
Lahiri ve ark.%?, biyofilmin cesitli fizikokimyasal
parametrelerinin ~ PAH  gideriminin  etkinligini
diizenledigini tespit etmislerdir. Calismamizda ise,
OW5, OW6 ve OW11 kodlu izolatlarin biyofilm
olusturmadiklari tespit edilmekle birlikte, bu
izolatlarin sirasiyla %92, %85 ve %96 oraninda
n-dekan pargalayabildikleri gozlenmistir (Sekil 6).
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Bu sonuclara gore, bakterilerin sulu sistemlerde
yag parcalamasi igin her zaman ara yuzde biyofilm
olusturmadiklari; ayni sartlar altinda yag/su ara
yuziinde biyofilm olusturmanin bakteriden bakteriye
farklihk gosterebildigi soylenebilir.

HBA testi sonuclarina gore izolatlardan 10 tanesinin
%3-25 oraninda yag/su ara yuzine tutunduklari
gozlemlenmistir OW7 ve OWI11 izolatlarinin ise
yag/su ara yiziine tutunmadigi tespit edilmistir. Bu
durumda OW7 ve OW11 disinda kalan tiim izolatlarin
hidrofobik 6zellikte oldugu tespit edilmistir. Koolivand
ve ark.®%, petrol hidrokarbonlarinca zenginlestirilmis
camurdan izole ettikleri Sphingomonas olei
ve Acinetobacter radioresistens bakterilerinin
karistirllmasiyla  olusturulan kompostun petrol
giderimi ozellikleri arastirmiglardir. Bu amagla petrol
giderimi, emdlsifikasyon indeksi, HBA testi vb. testleri
gerceklestirmislerdir. Her iki bakterinin karigimi
ile olusturulan kompostun HBA degerini %15.25
olarak tespit etmigslerdir. Bulgularimiz genellikle
literattr ile uyumlu olmasina ragmen daha yiiksek
HBA degerine sahip ¢alismalar da bulunmaktadir.
Ornegin, Poddar ve ark.®® arag tamir istasyonlari,
garajlardan ve benzin depolarinda zenginlestirme
kiltar ile izole ettikleri bakterilerden konsorsiyum
olusturmuslar ve hidrokarbon giderimi, HBA testi
vb. testleri gerceklestirmislerdir. izolatlarin HBA testi
sonuglarina gore en yiksek %72.9 ile Pantoea sp., en
disiik %49.2 ile Klebsiella sp. oldugu tespit edilmistir.
Yapilan calismalarda da gorildugi gibi bakteriyel
adhezyon degerlerinin bakteriye, Urettigi bilesenlere
(EPS, biyosurfaktan vb.) gore degistigi soylenebilir.
Wang ve ark/nin®" yaptiklari bir calismada, EPS’nin
molekiler bilesimindeki proteinlerin  bakteriyel
adhezyonu etkileyen bir faktor oldugu bildirilmistir.
Subbiahdoss ve Reimhult®),
hidrofobik 6zellikleri ile n-dekan/su ara yuziinde
biyofilm olusturma durumlarini iliskilendirmistir.
Bakterilerin hidrokarbona tutunma durumlarinin
biyofilm olusumuna etkisi olsa da, Urettikleri
biyosurfaktanlarin biyofilm yapilarina etki ettigini
bildirmislerdir. Rodrigues ve ark.®”, hidrofobik
karbon kaynagi varliginda bakterilerin hidrofobik
ozellikler kazandigini ve bu nedenle bakterilerin
hidrofobik kirleticilerle  (6rnegin ham petrol)
kirlenmis ortamlarda kullanilabilecegini bildirmistir.

bakterilerin
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Calismadaelde edilen cevreselizolatlarin hidrokarbon
(n-dekan) giderimiyetenekleriincelendiginde, bakteri
izolatlarinin n-dekani %79 ila %97 arasinda degisen
oranlarda pargalayabildiklerigorilmustar. Literatiirde
farkli kaynaklardan elde edilen mikroorganizmalarla
degisen oranlarda hidrokarbon pargalanabildigi
bildiriimistir. Ornegin, Basumatary ve ark.?¥, Bacilus
vallismortis DU12 ve B. vallismortis DU14 suslari ile
yaptiklari bir ¢alismada, in vitro kosullarda motor
yaginin bu suslar tarafindan %26.34 ve %53.85
oraninda parcalanabildigini  tespit etmislerdir.
Ansari ve ark.®®, Basra Koérfezi'ndeki mercanlardan
izole ettikleri Cobetia, Shewanwlla, Alcanivorax ve
Cellulosimicrobium cinslerine ait suslarin yiksek
ham petrol giderimine sahip olduklarini tespit
etmislerdir.  Calismada  IAUK3568, IAUK3568,
IAUK3502, IAUK3531 ve IAUK3552 suslarinin ham
petroli sirasiyla %93.5; %88.13; %87.24; %85.17 ve
%77.3 oranlarinda pargaladiklarini belirlemislerdir.
Bulgularimiz literatlirdeki ¢alismalarla genel olarak
uyumludur. Ayrica hidrokarbon gideriminin zaman,
mikroorganizma turi vb. faktérlerden etkilendigini
rapor eden arastirmalar da bulunmaktadir. Titah
ve ark.?®, Bacillus subtilis ve Pseudomonas putida
ile yaptiklari bir calismada, bu bakterilerin zaman
gectikce toplam petrol hidrokarbon (TPH) giderimini
maksimuma ulastirdiklarini  bildirmislerdir. Baska
bir calismada ise, Pseudomonas aeruginosa’nin iki
susunun (PP3 ve PP4) yiksek molekuler agirlikli
hidrokarbonlari  (>C40) pargalama yetenekleri
incelenmistir. PP3 ve PP4 suslari icin ham petrol
giderimi sirasiyla %50 ve %86, alkan gideriminin
sirasiyla %46 ve %47, PAH gideriminin sirasiyla %22
ve %48 olarak tespit edilmistir. PP4 susunun PP3
susuna gore daha etkili oldugu ve biyodegradasyon
suresince tim hidrokarbonlarin bakteriler
tarafindan biyosirfaktan tretimi icin karbon kaynagi
olarak kullanildigi ve ayrica yiksek molekilli
hidrokarbonlarin biyosirfaktan Gretimi i¢in daha
fazla kullanildigr bildirilmistir®®. Eze ve ark.“
dizel ile kirletilmis topraklardan rizoremediyasyon
icin Medicago sativa ve Paraburkholderia tropica
bakterilerini izole etmislerdir. M. sativa ve P. tropica
turleri birlikte bitki topragina asilandiginda %96
oraninda C10-C25 n-alkan giderimini yaptigi ve ayrica
bitki biyokltlesinde %99’luk bir artisa neden oldugu
tespit edilmistir.
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Sonug olarak, bu calismada izole edilen bakterilerin
farkli koloni ve mikroskop morfolojisine sahip,
yag/su ara ylzline tutunma, biyofilm olusturma
ve hidrokarbon degredasyonu gibi yeteneklerinin
degiskenlik gosterdigi gorlilmektedir. Bakterilerin
hidrokarbon giderme ve biyofilm olusturma
ozellikleri arasinda dogrudan bir iliski olmamasina
ragmen n-dekana yliksek oranda tutunan izolatlarin
hidrokarbon parcalama yeteneklerinin de ylksek
oldugu gorilmektedir. Ayrica, bazi izolatlarin
hidrokarbona tutunmadan pargalama yapabildikleri
saptanmistir. Petrol sizintilari, insanlar ve hayvanlar
icin bircok saglik, cevresel ve ekonomik sorunu da
beraberinde getirir®). Bu tir cevresel problemlerin
asilabilmesi icin geleneksel ydéntemler vyerine,
sirdirebilir teknolojik yontemlerin tercih edilmesi
zaman, maliyet ve verilen zararin en aza indirilmesi
agsindan Onem tasimaktadir. Biyoremediyasyon
calismalari  genis  Olgeklerde  uygulanabilirligi
acisindan umut vadeden c¢alismalardir. Bu agidan
degerlendirildiginde, mikroorganizmalarin kirletici
yuzeyler ile etkilesimlerinin incelenmesi oldukca
dnem arz etmektedir. Ozellikle, mikroorganizmalarin
yag/su ara vylzeyine adezyon mekanizmalarinin
belirlenmesi, petrol ve tlrevi gibi suda ¢6ziinmeyen
ve su ylzeyinde faz olusturan hidrokarbonlar ile
kirlenmis sularin kirleticilerden temizlenmesi icin
yeni ve etkili biyoremediyasyon stratejilerinin
gelistirilebilmesi acisindan 6nemlidir. Yapilan bu
calisma bir On arastirma niteligi tasimaktadir.
Bu nedenle, bu calismadan elde edilen bulgular
hidrokarbonlarca kirletilmis c¢evresel kaynaklardan
izole edilen bu bakterilerin yag/su ara yizi
etkilesimleri ve hidrokarbon giderimi 0&zellikleri
hakkinda bir 6n bilgi saglamaktadir. Bakterilerin tir
bazinda tanimlanmasi sonraki arastirmalarin konusu
olabilir. Bu dogrultuda bu alanda yapilacak olan
biyoremediyasyon g¢alismalarina katki saglayacagi
disinilmektedir.
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